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摘要 :【 目 的] 前 期 研究 发 现 麦 长 管 蚜 Sitobion avenae 孤 肉 蚜 有 起 和 无 起 个 体 中 存在 很 多 差异 表达 
的 微小 RNA (microRNA, miRNA), 本 研究 旨 在 进一步 明确 这 些 miRNA Æ $i 8 9f. Acyrthosiphon 
pisum 中 发 挥 作 用 的 发 育 阶 段 ,探索 miRNA 调控 孤 肉 蚜 翅 两 型 性 分 化 的 机 制 。【 方 法 ] 选 择 在 麦 长 
管 蚜 有 翅 蚜 和 无 翅 昨 中 显著 差异 表达 , 且 靶 基因 为 晓 皮 激素 胰岛 素 信号 通路 及 翅 型 发 育 关键 基因 
的 5 个 miRNA(Let-7 , miR-92a , miR-92b, miR-92a-1-p5 和 miR-277) ,利用 qPCR 检测 这 些 miRNA 
及 其 靶 标 基因 在 豌豆 蚜 3 -4 元 若 蚜 和 成 来 有 起 和 无 起 个 体 中 的 表达 谱 ;同时 利用 双 荧 光 素 酶 活性 
检测 法 对 上 述 miRNA 的 靶 基 因 进 行 验证 。 【结果 】 表 达 谱 分 析 发 现 , 这 5 个 miRNA 在 豌豆 蚜 成 下 
中 表达 量 均 高 于 其 在 车 蚜 中 的 表达 量 ,而 其 预测 的 对 基因 在 4 龄 若 蚜 中 的 表达 量 均 高 于 其 在 成 忠 
中 的 表达 量 , 表 明 miRNA 对 其 靶 基 因 的 调控 作用 可 能 集中 在 成 虫 阶段 。 分 析 豌 豆 蚜 有 起 和 无 翅 个 
体 中 5 个 miRNA 的 表达 情况 发 现 ,在 成 永 有 起 个 体 中 5 个 miRNA 的 表达 量 均 高 于 无 翅 个 体 中 的 ， 
其 中 miR-277 表达 差异 最 显著 ,成 贝 有 起 个 体 中 的 表达 量 是 无 翅 个 体 中 表达 量 的 7.5 倍 ;其 次 为 
1et-7 ,表达 差异 达 3 倍 。 而 Let-7 在 3 龄 有 起 若 蚜 和 无 翅 若 蚜 中 表达 差异 最 显著 ,有 起 个 体 中 的 表 
达 量 是 无 起 个 体 中 的 37.8 倍 ;其 次 为 miR-277, 表 达 差 异 达 7.6 48, V6 5 A miRNA 与 其 靶 基 因 
在 豌豆 蚜 3 -4 龄 若 蚜 及 成 虫 有 起 和 无 翅 个 体 中 的 表达 发 现 ,miRNA Let-7 和 miR-92b 的 表达 趋势 
2 315 X- Xe X- E abrupt 和 Foxo 的 基本 相反 。 荧 光 素 酶 活性 检测 结果 显示 ,Lel-7 的 真实 靶 标 为 
abrupt , 共 转 娄 Let-7 模拟 物 后 与 对 照相 比 ,荧光 素 酶 活性 下 降 53% , 达 极 显著 水 平 。 其 他 miRNA 与 
靶 标 基因 的 互 作 不 显著 。 【结论 】 首 次 发 现 miRNA xps cp ME SpA 23 AAA X XE 85 38 J2 9T 8E 
发 生 在 成 号 阶段 。Let-7 可 能 通过 调控 abrupt 基因 参与 弧 雌 是 起 型 分 化 。 该 研究 为 进一步 探索 
miRNA 参与 孤 具 是 起 两 型 性 分 化 的 机 制 芮 定 了 基础 。 
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Abstract: [ Aim] Previous studies revealed that many microRNAs ( miRNAs) showed differential 




















基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31100938 ) ; 中 国 科 协 青年 人 才 托 举 工 程 项 目 (YESS20150026 ) ; 南阳 师范 学 院 校 级 青年 骨干 教师 培养 计 
划 项 目 (nynuxjqg-2019-03 ) 

作者 简介 ; BRIR, 男 , 1993 年 2 月 生 , 河南 南阳 人 , 硕士 研究 生 , 研究 方向 为 昆虫 生理 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail; lidannytc@ 126. com 

收 稿 日 期 Received; 2019-06-03; 接受 日 期 Accepted; 2019-09-06 












































二 




















生化 与 分 子 生物 学 , E-mail; 1216674221@ qq. com 


























RIKE: 有 翅 和 无 翅 纺 豆 蚜 中 翅 型 分 化 信号 通路 相关 微小 RNA 及 其 靶 基因 的 表达 差异 








expression in the winged and wingless individuals of Sitobion avenae. This study aims to further clarify the 
exact stage, during which these miRNAs play roles, and to study the functions of miRNAs in the wing 
dimorphism of the parthenogenetic pea aphid, Acyrthosiphon pisum. [Methods] Five miRNAs ( Let-7, 
miR-92a , miR-92b , miR-92a-1-p5 and miR-277) with significantly differential expression levels between 
winged and wingless individuals of S. avenae and their target genes related to ecdysone, insulin signaling 
pathway and wing development were selected , and the expression profiles of the miRNAs and their target 
genes in the 3rd — 4th instar nymphs and adults of A. pisum as well as in winged and wingless individuals 
were detected by qPCR. The above target genes of miRNAs were also verified by dual luciferase activity 
assay. [Results] The expression profiling results indicated that the expression levels of the five miRNAs 
in adults of A. pisum were higher than those in nymphs, but the expression levels of the predicted target 
genes in the 4th instar nymphs were higher than those in adults, suggesting that miRNAs might play 
regulatory roles on their target genes in the adult stage. The expression levels of five miRNAs in winged 
individuals were higher than those in wingless ones of adults, especially for the miR-277, whose 
expression level in winged individuals was 7. 5 times as high as that in wingless individuals of adults, 
then followed by Let-7 with three-fold expression difference. Moreover, the expression difference of Let-7 
between winged and wingless individuals of the 3rd instar nymphs was the most significant, its expression 
level in the winged individuals being 37.8 times as high as that in wingless ones, then followed by miR- 
277 with 7. 6-fold expression difference. The expression patterns of predicted target genes abrupt and 
Foxo in the 31d - 4th instar nymphs and winged and wingless individuals of adults of A. pisum were 
opposite to those of miRNA Zet-7 and miR-92b , respectively. Luciferase activity assay results showed that 
the target gene of Let-7 was abrupt, and the luciferase activity was extremely significantly decreased by 
5396 compared to the control after co-transfection with the mimics of Let-7. The interaction of other 
miRNAs with their target genes was not obvious. [ Conclusion] We first found that the regulation of 
miRNAs on genes related to wing-morph differentiation of parthenogenetic A. pisum might occur during 
the adult stage. Let-7 may participate in the wing-morph differentiation of parthenogenetic aphids by 
regulating abrupt gene. This study lays a foundation for further exploring the mechanism of miRNAs 
participating in the wing dimorphism of parthenogenetic aphids. 

Key words: Acyrthosiphon pisum; parthenogernesis; wing differentiation; miRNA; target gene; 
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蚜虫 是 世界 第 一 大 类 农林 害虫 ,广泛 分 布 于 世 
界 各 地 ,种 类 超过 4 000 余 种 ( 乔 格 侠 等 , 2005; xl 
征 等 , 2009)。 蚜 虫 通过 刺 吸 植物 汗液、 掠夺 植物 营 
养 ,从 而 影响 植物 生长 发 育 ,导致 其 产量 和 品质 下 
降 。 同 时 ,蚜虫 在 取 食 期 间 还 可 间接 传播 多 种 植物 
病毒 ,全 世界 193 种 蚜虫 可 以 传播 164 种 植物 病毒 ， 
其 传播 能 力 居 病毒 媒介 昆虫 首位 ,对 粮食 作物 油料 
作物 JBEPEHM EI .蔬菜 .烟草 和 果树 等 多 种 植物 都 造 
成 了 严重 危害 ( 曹 治 瑚 和 蒋 金 炜 , 2012) 。 全 国 农 作 
物 重 大 病虫害 发 生 趋 势 预报 显示 ,预计 2019 年 全 国 
蚜虫 发 生 面积 可 达 1 466. 67 万 hm! (全 国 农业 技术 
推广 中 心 , 2019) ,防治 任务 依然 艰巨 。 

孤 雌 生殖 是 蚜虫 的 主要 繁殖 方式 ,在 种 群 密度 
升 高 时 , 孤 雌 蚜 会 从 无 翅 转 变 为 有 却 状 态 ,进行 远 距 




































































离 迁 飞 , 形 成 大 规模 危害 (Zera and Denno, 1997) , 
蚜虫 翅 型 分 化 受 多 种 因素 的 调控 ,包括 种 群 密度 、 宿 
主 植物 营养 状况 .温度 和 光 周 期 等 ,高 种 群 密度 E 
养 状 况 亚 化 都 会 诱导 无 翅 孤 肉 师 产生 更 多 的 有 翅 后 
代 ( Müller et al., 2001; Braendle et al., 2006)。 从 
分 子 机 制 角度 ,目前 的 研究 表明 激素 信号 通路 和 表 
观 遗 传 修饰 在 昆虫 翅 型 分 化 中 发 挥 关键 作用 , 如 
Hardie (1980 ) 给 豆 蚜 Aphis fabae 1 WSA IFE IMEZ 
激素 处 理 后 ,会 导致 有 示 个 体 转变 为 无 效 状 态 。 另 
外 Vellichirammal 45 (2017 ) 通过 注射 晓 皮 激素 及 其 
类 似 物 会 造成 有 翅 后 代数 量 下 降 ; 相 反 通 过 RNA F 
涉 (RNA interference, RNAi) EcR 受 体 或 施加 EcR 
抑制 物 则 会 导致 后 代 有 怒 个 体 增加 。 对 褐 飞 恒 
Nilaparvata lugens 研究 表明 ,胰岛素 信 号 通路 在 其 
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翅 两 型 性 分 化 中 发 挥 着 重要 作用 ,两 个 胰岛 素 受 体 
家 族 成 员 InR1 和 InR2 作为 翅 型 分 化 的 开关 ,调控 
其 下 游 叉 头 框 转录 因子 家 族 O ( Forkhead 
transcription factor subgroup O, Foxo) 的 表达 , 用 
RNAi 干涉 InRY 表达 时 ,导致 短 翅 个 体 增 多 , 而 干涉 
InR2 表达 后 ,长 翅 个 体 比例 上 升 (Xu et al., 2015 ) 。 
最 近 Zhang 等 (2019 ) EREA Aii Ey E. Rhopalosiphum 
padi 中 的 研究 表明 , ^E le EAR 、 保 幼 激素 、 胰 
岛 素 信号 通路 在 蚜虫 翅 型 分 化 中 发 挥 关键 作用 , 另 
外 33 个 与 码 型 发 育 相 关 的 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 
有 志和 无 翅 蚜 中 存在 着 显 背 的 差异 表达 ,如 Wni2， 
Ubal , flightin ll wingless 等 。 

AGE PHA OS 55 Eb rho A REA MERI BERE E 
要 集中 在 miRNA 和 DNA 甲 基 化 两 个 方面 , 目前 尚 
未 发 现 有 友和 无 翅 扳 肉 蚜 在 基因 组 DNA. 甲 基 化 方 
面 存 在 显著 差异 (Walsh et al., 2010; Gong et al., 
2012) ,但 miRNA 在 昆虫 翅 型 分 化 中 的 作用 不 容 忽 
Wo WERP RER miR-7 会 导致 翅 细 胞 减 小 , 翅 
尺寸 变 小 (Aparicio et al., 2015) , Li 等 (2016 ) 通 过 
RNA-Seq ERAZ KE IY Sitobion avenae 中 鉴定 到 
345 个 miRNA, 其 中 16 个 miRNA 的 表达 在 有 翅 孤 
雌 蚜 中 出 现 显著 上 调 , 另 外 12 个 在 无 翅 扳 肉 蚜 中 的 
表达 显著 上 调 ,但 对 这 些 miRNA 的 功能 没有 更 深入 
的 研究 。 因 此 ,为 进一步 探索 miRNA fe Wü xz 8j 
Acyrthosiphon pisum 运 型 分 化 中 的 调控 机 制 ,我 们 选 
择 在 麦 长 管 蚜 有 翅 和 无 考 孤 雌 蚜 中 差异 表达 、 且 部 
基因 为 旷 皮 激素 胰岛素 信 号 通路 及 埃 型 发 育 相关 
的 关键 基因 的 miRNA 作为 研究 对 象 ,对 这 些 
miRNA Js HR XE [x] 4E 9i x7. 99] TOME T9] Er 0E Se Jo, vB, Df 
段 的 表达 谱 进 行 了 研究 ,并 对 靶 基因 进行 了 验证 ,从 
miRNA 角度 探索 扳 雌 是 翅 型 分 化 的 分 子 机 制 ,为 是 
虫 的 预测 预报 和 综合 防治 提供 理论 基础 。 


























































































































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 来 源 
所 用 豌豆 蚜 由 中 国 科学 院 动物 研究 所 崔 峰 研究 


赠 。 








2 豌豆 蚜 培 养 及 取样 

将 看 豆 种 子 置 于 25 人 浸泡 12 h; 将 东北 黑土 与 
虾 石 以 1:2(wv) 混 合 ,播种 看 豆 种 子 , 置 于 恒温 气 
候 培 养 箱 (温度 28'C , 光 周 期 14L: 10D, 相 对 湿度 
60% ,光照 强度 15 000 Ix) 中 培养 。 待 蚕豆 展开 两 
片 真 叶 时 移入 塑料 杯 ( 直径 8 cm ,高 14 cm) F, HE 


E 
Di 
1. 








EPRI 1 Wer S 头 置 于 恒温 气候 培养 箱 
(温度 20%C , 光 周 期 16L: 8D ,相对 湿度 60% ,光照 强 
JE 15 000 1x) 中 培养 , 低 密 度 连续 筛选 两 代 至 后 代 
均 为 扳 肉 无 翅 蚜 后 用 于 实验 。 同 一 批 次 培养 的 蚜虫 
分 为 两 份 ,一 份 正 常 低 密 度 培养 , 另 一 份 利用 
Vellichirammal 等 (2016 ) 改良 的 方法 进行 拥挤 处 理 ， 
将 10 头 无 者 成 师 放置 在 小 塑料 培养 四 (32.5 mm x 
15 mm) 中 拥挤 处 理 24 h( 共 处 理 100 头 ) ,随后 每 5 
头 转移 至 1 个 种 植 有 豌豆 苗 的 塑料 杯 ( 直径 8 em, 
高 14 cm) 中 。 两 种 处 理 的 成 虫 所 产后 代 养 至 3 dit 
若 蚜 .4 龄 若 蚜 和 成 虫 时 ,分别 进行 有 起 和 无 翅 个 体 
取样 ,将 蚜虫 整 头 投入 液 氮 中 速冻 保存 ,TRIzol 法 提 
取 总 RNA ,用 于 cDNA 合成 。 
1.3 miRNA WRA 

Zhang ^5 (2019 ) Æ RR Ais E WE. Rhopalosiphum 
padi 中 的 人 研究 表明 WAR 、 保 幼 激素 和 胰岛 素 信 
号 通路 在 蚜虫 翅 型 分 化 中 发 挥 关键 作用 ,其 中 包括 
Wnt2 , Ubal, flightin 和 wingless 等 关键 基因 。FLi 等 
(2016) 在 麦 长 管 蚜 S. avenae 中 发 现 miRNA 对 蚜虫 
翅 型 分 化 相关 基因 具有 广泛 的 调控 作用 ,但 对 
miRNA 进行 靶 基 因 预 测 时 选用 的 基因 组 数据 除 蚜 
虫 外 ,还 包括 果 蝇 和 人 等 物种 。 因 此 我 们 利用 Li 等 
(2016) 研究 结果 ,选择 殖 豆 蚜 晓 皮 激 素 、 胰 岛 素 信 
号 通路 基因 及 师 虫 翅 型 发 育儿 个 关键 基因 abrupt, 
Usp , flightin, Ubal, wingless 和 Foxo 作为 研究 对 象 ， 
使 用 miRanda ( Anton et al., 2003) 和 RNAhybrid 软 
1# ( Rehmsmeier et al., 2004) ,检测 蚜虫 所 有 miRNA 
的 种 子 序列 区 与 这 些 基 因 的 匹配 程度 , P-value <1, 
允许 G:U 配对 。 和 入选 出 既 能 靶 向 修饰 怠 豆 蚜 妈 型 
发 育 关 键 基 因 , 又 在 麦 长 管 蚜 有 怒 和 无 起 个 体 中 差 
异 表 达 显 著 的 miRNA 9 Ô ( Let-7, miR-9a, miR- 
92a, mR-92, miR-92a-1-p5 , miR-996-p5 , miR-3020- 
p3, miR-271 和 PC-3p-94006-17) ,. Sij x Ep RE XE pL FE 
列 来 源 于 NCBI。miRNA 数据 来 源 于 miRbase , 
1.4 qPCR 检测 miRNA 及 靶 基 因 的 表达 谱 

Li 等 (2016) 在 麦 长 管 蚜 中 鉴定 到 一 些 miRNA 
在 有 翅 和 无 翅 孤 肉 蚜 中 出 现 显 著 变化 ,但 该 研究 是 
在 麦 长 管 蚜 中 开展 的 , 且 只 有 成 蚜 阶 段 的 结果 。 为 
进一步 研究 这 些 miRNA TE SZ BEA [8] A 8 Br EC 
翅 和 无 翅 个 体 中 的 表达 情况 ,界定 出 其 发 挥 作用 的 
具体 时 期 ,我 们 选择 与 靶 基 因 匹 配 度 较 好 的 5 个 
miRNA( Let-7, miR-92a, miR-92b, miR-92a-1-p5 和 
miR-271) ,利用 qPCR 检测 miRNA 及 其 靶 基因 在 更 
豆 蚜 3 -4 龄 若 虹 和 成 虫 有 翅 及 无 翅 个 体 中 的 表达 























































































































11 其 杨 宗 霖 等 : 有 翅 和 无 翅 怠 豆 蚜 中 翅 型 分 化 信号 通路 相关 微小 RNA 及 其 靶 基 因 的 表达 差异 
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情况 。 取 1.2 节 各 时 期 更 豆 蚜 扳 肉 有 翅 和 无 翅 个 体 
总 RNA 各 2 yug, fii Hj PrimeScript™ J| 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit( TaKaRa) 和 All-in-One™ miRNA 
qRT-PCR Detection Kit( GeneCopoeia ) 分 别 合成 用 于 
靶 基 因 和 miRNA 扩 增 的 cDNA, miRNA qPCR 上 游 
引物 为 成 熟 miRNA 自身 序列 ,下 游 引 物 为 All-in- 
One™ miRNA qRT-PCR Detection Kit ( GeneCopoeia ) 
内 通用 引物 ; 38 dE p qPCR 5| 物 用 Primer Premier 
5.0 软件 设计 ,长 度 在 150 bp 左右 。 靶 基因 PCR 反 
应 体系 (10 uL): cDNA 0.5 pL, 上 下 游 引物 终 浓 度 

















为 0.5 pmol/L, FastStart Universal SYBR Green Mix 
(Roche) 5 pL。 内 参 基因 为 actin; PCR 反应 条 件 : 
95% 变 性 30 s; 55% 退火 30 s, 72% 延伸 30 s, 40 
个 循环 。miRNA PCR 反应 体系 (10 pL) :5 倍 稀释 
的 cDNA 1 uL, miRNA 上 游 特异 引物 终 浓 度 0. 5 
hmolL ,下游 引物 为 试剂 盒 通 用 引物 Universal 
Adaptor PCR Primer yK JÆ 0.5 jumol/L, 2 x All in 
one qPCR Mix 5 uL, PCR 反应 和 条件: 95%C 变性 
10 s; 55% 退火 20 s, 72% 延伸 30 s, 40 个 循环 。 内 
参 基 因为 5。 所 用 引物 见 表 1。 

















基因 及 GenBank 登录 号 


Gene and GenBank accession number 





R1 引物 信息 


Table1 Primer amplification 


引物 序列 (5 23") 


Primer sequences 


用 途 


Purpose 








Let-7 ( NR. 040129) 
miR-92a ( NR. 040165) 
miR-92b ( NR. 040167) 
miR-92a-1-p5 ( NR. 040129) 
miR-277 ( NR. 040143) 


co^ ^ 四 中 


: TGAGGTAGTTGGTTGTATAGT 

: TATTGCACATGTCCCGGCCAAT 

: TATTGCACTTGACCCAGCCTGC 

: TGGTCGACGACTTGTGCAACTATT 
: TAAATGCACTATCTGGTACGACA 


荧光 定量 PCR 中 miRNA 扩 增 
Amplification of the miRNA in real-time PCR 





U6 ( KU050837) 


"rj 


: CGCAAGGATGACACGCAA 


荧光 定量 PCR 中 内 参 基因 扩 增 


Amplification of the internal reference gene in real-time PCR 





Usp (NM_001161668) 


Flightin ( XM, 001944085 ) 


wingless ( AB627783 ) 


Foxo ( XM. 001944687 ) 


Ubal ( XM, 001943472) 


Abrupt ( XM. 001943228. 5) 


: GCATAGAAGTTGAACCCAC 
: GCTTGACAAATAGCACCA 

: TGAACAGGCGACAGAGGG 

: CCGGCAAATGGACGGTATT 
: ATGAGACTGCCCATATTCCG 
: GTTGGTCCTGTGACTGTTCCT 
: TCGTCCTGGTGGCAGATA 

: GCTAGGACTAGGCGTGTT 

: CIGAAGAAGATGCCAAGC 

: CACCCATAATCGCAAAGT 

: CCCGAGGACCTGACCGTGAA 
: TTGCTGCGAGTCGCTGAACC 








荧光 定量 PCR 中 靶 基 因 扩 增 
Amplification of the target gene in real-time PCR 





actin ( NM. 001142636) 


J HIJ J Dya 


: CAGAAGAGCACCCAATCC 
: GAGACACCGTCACCAGAG 


荧光 定量 PCR rn pp EDT 


Amplification of the internal reference gene in real-time PCR 





Abrupt ( XM. 001943228. 5) 


"rj 


: CCGCTCGAGTTTCGTTCGTGCCATAGT 


R: GCTCTAGATTAATGAAACAAGTATATTT 





pmirGlO [ abrupt | 荧光 素 酶 报告 基因 载体 构建 中 abrupt 3' 
UTR 序列 克隆 
Cloning of 3' UTR 


overexpression vector of pmirGlO [ abrupt] with luciferase 


of abrupt gene to construct the 


reporter genes 





Let-7 mimics 


UGAGGUAGUUGGUUGUAUAGU 


Let-T 模拟 物 扩 增 用 于 检测 mi RNA 与 靶 基 因 互 作 


Amplification of Let-7 mimics to detect the 





interaction 


between miRNA and target gene 





Let-7 mutant mimics 


ACUUUAUCAUUUAAUUAUAGU 

















Let-] 突变 模拟 物 扩 增 用 于 检测 miRNA 与 靶 基 因 互 作 


Amplification of Let-7 mutant mimics to detect the interaction 

















between miRNA and target gene 





NC mimics 


UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 














阴性 对 照 ,用 于 检测 miRNA E; SEEDS EME 


The negative control to detect the interaction between miRNA 








and target gene 





下 划 线 部 分 为 酶 切 位 点 ,波浪 线 部 分 为 保护 碱 基 。The underlined section is the cleavage site of restriction enzyme, while the wavy lined section is the 


protected bases. 
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1.5 双 荧 光 素 酶 报告 基因 系统 检测 miRNA 5382 
基因 的 体外 互 作 

1.5.1 EA 3 UTR 荧光 素 酶 报告 基因 载体 构 
建 :以 驶 豆 蚜 4 龄 若 蚜 的 cDNA 为 模板 ,使 用 表 1 引 
物 扩 增 abrupt 基因 3' UTR 494 bp 序列 。PCR 反应 
体系 (20 uL): cDNA 1 pL， 上 下 游 引物 终 浓 度 为 
0. 5 pmol/L, Premix Ex Taq™ Hot Start Version 
(TaKaRa) 10 uL, PCR 反应 条 件 : 95*C 预 变 性 
5 min; 95% 变性 30 s，65% 退火 30 s, 72% 延伸 
30 s, 30 个 循环 ; 72C 延伸 10 min, PCR 产物 用 
1% 琼脂 糖 电泳 检测 。 使 用 琼脂 糖 凝 胶 DNA 回收 试 
KA ( Axygen ) 回收 日 的 条 带 , 连 接 pMD19-T Simple 
载体 (TaKaRa) 。 转 化 后 , 菌 液 PCR 检测 连接 效果 ， 
送 菌 液 至 苏州 泓 迅 生物 科技 股份 有 限 公 司 测序 。 测 
序 正确 的 菌 液 提 质 粒 ,用 Xho T 和 Xba 工 双 酶 切 后 连 
TEE pmirGLO 双 荧 光 素 酶 报告 基因 载体 (Promega) 
上 。 经 转化 、 菌 液 PCR 检测 测序 等 步骤 确定 载体 
是 否 构建 成 功 。 测 序 正确 的 菌 液 重新 播 菌 ,用 去 内 
毒素 质粒 提取 试剂 盒 ( Omega ) 提取 质粒 ,用 于 细胞 
系 的 转 染 。 

1.5.2 miRNA mimics 合成 :依据 Let-7 成 熟 miRNA 
序列 ,由 上 海 吉 玛 制药 技术 有 限 公 司 合 成 miRNA 
mimics 阴性 对 照 (NC) 和 mRNA 突变 体 (mutant 
mimics) (引物 序列 见 表 1) 。 

1.5.3 细胞 转 染 及 欧 光 素 酶 活性 测定 :HEK293T 
细胞 在 含有 10% 胎 牛 血清 (Cibco) 的 DMEM 培养 基 
( Biological Industry ) 中 25 em? 培养 瓶 传代 培养 , 温 
度 37%C ,C0, 浓度 5% 。 按 每 孔 2 x 10" 个 细胞 铺 24 
孔 板 ,使 用 X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent 
(Roche) 转 染 miRNA mimics 438 X [5] 2e 26 z& B dlc 
告 基 因 载 体 。miRNA mimics £2 Zt iK BE Jy 100 nm/ 
孔 ,质粒 转 染 浓度 为 100 ng/ 孔 。 实 验 设 置 5 组 (以 
Let-7 和 abrupt. 互 作 为 例 ): 正 常 培养 细胞 ; FR 
pmirGLO[ abrupt ] 空 载 体 ; 共 转 染 pmirGLO [ abrupt | 
与 NC mimics; 共 转 染 pmirGLO [ abrupt ] 与 Let-7 
mimics; 共 转 染 pmirGLO [ abrupt | 与 Let-7 mutant 
mimics。 每 组 设 样品 重复 3 个 ,实验 重复 3 次 。 转 
3 48 h 后 ,用 细胞 裂解 液 裂解 细胞 , 取 20 pL 细胞 
裂解 液 , 按照 双 奕 光 素 酶 报告 基因 检测 试剂 盒 
( Promega ) 步骤 , 检测 样品 交 光 值 。 靶 基因 位 于 
Firefly 荧光 素 酶 基因 下 游 ,因此 用 获得 的 Firefly 2€ 
光 素 酶 活性 (F) /内参 Renilla 226 28 Bt E CR) , 获 
得 每 组 3 个 样品 及 3 个 重复 的 RAF 值 ,均一 化 后 用 
Excel 软件 进行 作 图 。 



































1.6 数据 分 析 

数据 分 析 同 李 新 梅 等 (2018 ) TIE, PCR 结果 
采用 2-^^" 法 计算 相对 表达 量 高 低 ( Cc 28 8 9 d 
值 ,表示 每 一 个 反应 管内 的 荧光 信号 到 达 设 定 的 阔 值 
时 所 经 历 的 循环 数 , 人 Ct = 目的 基因 的 平均 Ct 值 - 
内 参 基 因 的 平均 Ct 值 ,AACt = 和 Ct 样本 1- 人 入 Ct 
样本 2)。 实 验 独 立 生物 学 重复 3 次 ,每 样品 测定 技 
术 重 复 3 次 ,数据 为 3 次 独立 生物 学 实验 平均 值 分 
析 结 果 。 样 品 内 标准 差分 析 应 用 SPSS Statistics 
22. 0 软件 ,样本 间 的 差异 采用 单 因 素 方差 分 析 方 法 
检测 。 数 据 分 析 采 用 单 因素 方差 分 析 和 Turkey K 














2 结果 


2.1 miRNA 得 基因 预测 

miRNA 裔 基因 预测 结果 如 图 T, Let-7 和 PC-3p- 
94006-17 的 种 子 序列 与 abrupt 的 3' UTR 匹配 较 好 
(图 1: A);miR-9a 与 flightin 的 5'UTR 匹配 较 好 
(图 1: B) ;miR-92a 与 wingless( 图 1: C) 的 CDS 区 
匹配 较 好 ; miR-92b 和 miR-996-p5 分 别 与 Foxo 的 
CDS 区 匹配 较 好 (图 1: D) ;miR-277 与 Ubal 5'UTR 
区 匹配 较 好 (图 1: E);miR-92a-1-p5 与 ultraspiracle 
(Usp) KJ CDS 区 匹配 度 较 好 ,而 miR-3020-p3 与 Usp 
的 3'UTR 匹配 度 较 好 (图 1: 了 ) ,表明 这 些 基 因 可 能 
为 miRNA 的 靶 基因 。 
2.2 miRNA 在 不 同龄 期 豌豆 蚜 有 翅 和 无 翅 个 体 中 
的 表达 谱 

为 进一步 研究 在 更 豆 蚜 不 同 发 育 阶 段 有 翅 和 无 
翅 个 体 中 的 表达 情况 ,我 们 选择 5 个 miRNA ,荧光 
定量 PCR 检测 其 在 殖 豆 是 3 龄 .4 龄 奋 师 和 成 虫 有 
翅 及 无 冯 个体 中 的 表达 情况 。 结 果 表 明 ( 图 2) ,Let- 
7, miR-92a, miR-92b, miR-92a-1-p5 和 miR-277 5 
个 miRNA 在 成 虫 中 表达 量 均 高 于 在 若虫 中 的 表达 
量 , 表 明 miRNA 可 能 在 成 虫 阶段 发 挥 作用 。 同 时 ,5 
个 miRNA 在 成 由 有 翅 个 体 中 的 表达 量 均 高 于 无 翅 
个 体 中 的 表达 量 , 其 中 miR-277 表达 差异 最 显著 ,有 
翅 个 体 中 的 表达 量 是 无 翅 个 体 中 的 7.5 倍 (P< 
0.01) (图 2: E) ;其 次 为 Le1-7 ,其 在 成 虫 有 翅 个 体 
中 的 表达 量 是 无 翅 个 体 中 的 3 fECP «0.01) (图 2: 
A)。 男 外 ,5 个 miRNA 在 3 BEBA AMER HR 
达 量 也 均 高 于 在 无 翅 个 体 中 的 表达 量 ,其 中 Let-7 在 
有 翅 蚜 和 无 怒 蚜 中 表达 差异 最 显著 ,有 九 个 体 中 的 
表达 量 是 无 翅 个 体 中 的 37.8 fECP <0.01)( 图 2: 



















































































11 ji RRE: 有 康 和 无 翅 统 豆 蚜 中 翅 型 分 化 信号 通路 相关 微小 RNA 及 其 靶 基因 的 表达 差异 1265 
A abrupt 3' UTR SA CAUUCCUCU A 3 
TTD TUTTI 
UGAUAUG GGUUGAUGGAGU 
Let-7 F UU 5 
abrupt 3' UTR st G GA C A3' 
TL 1 TT 
CAU A | UUAAAAGAC 
PC-3p-94006 17. 3' AAAA GA s 
B flightinS'UTR 5'A UAUG Log 3 
L I PIII 
e EO O 
miR-9a 3" G CUA s 
C wingless CDS $C U CAGAAG G3' 
DID II 
CCGGC C UGUAC CGUUAU 
miR-92a 3'UAA A 5 
D  FoxocDS 5 c C 3 
LILIT 
CCAGUUCACGUU 
miR-92b 3' CGUCCGAC AU 5 
Foxo CDS  5'G CGUCGCCGG Cc & 
UR 和 
GCACG UGA UUCUGAUGUGGGC 
miR-996-p5 3' U AS 
E Ubal 5'UTR 5G AGUA UU C3 
Wo TDI DHT 
ACA CAUGGU UAUCACGUAA 
miR-277 3! G Cc AUS 
F Usp CDS F A cc G UUAUACAG G3' 
T [I IN 
UCA ACGU i : GCAGCUGGU 
miR-92a-1-p5 3'* UUA a CA 5 
Usp 3'UTR 5 G UA CA A3' 
T ML TH 
ACAG CUUUU UACUAGAUAAU 
miR-3020p3 3'G C 5 
图 1 miRNA 靶 基 因 预 测 结果 (miRanda 和 RNAhybrid 软件 预测 ) 
Fig. 1 Predication results of miRNA targets by the software of miRanda and RNAhybrid 
A: Let-1 和 PC-3p-94006-17 与 abrupt 匹配 结果 Matching results of Let-7 and PC-3p-94006-17 with abrupt; B: miR-9a 与 flightin 匹配 结果 Matching 








results of miR-9a with flightin; C; miR-92a 与 wingless 匹配 结果 Matching results of miR-92a with wingless; D; miR-92b 和 miR-996-p5 5j Foxo 匹配 


结果 Matching results of miR-92b and miR-996-p5 with Foxo; E; miR-277 5j Ubal 匹配 结果 





和 miR-3020-p3 5j Usp 匹配 结果 





K Matching results of miR-277 with Ubal; F; miR-92a-1-pS 


K Matching results of miR-92a-1-p5 and miR-3020-p3 with Usp. 
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图 2 qPCR 检测 5 个 miRNA 在 吾 豆 蚜 不 同 发 育 阶 段 有 翅 和 无 翅 个 体 中 的 表达 谱 


Fig. 2 Expression profiles of five miRNAs in different developmental stages of winged and 


wingless Acyrthosiphon pisum individuals by qPCR 
A: Let-7; B; miR-92a; C; miR-92b; D; miR-92a-1-p5 ; E; miR-277. W: 43 8^] V Winged individuals; WL; Z538^]-[/« Wingless individuals; La-3 — 





4: 分 别 为 3 -4 龄 若 蚜 3rd — 4th instar nymph, respectively; Adult; 成 











E Adult. U6 为 内 参 基因 U6 was used as the reference gene. 星 号 和 双星 号 


分 别 表示 单 因素 方差 分 析 表 达 量 差异 显著 (P <0.05) 和 极 显 著 (P <0.01)。The asterisk and double asterisk represent statistically significant 
difference ( P <0.05) and extremely significant difference ( P <0.01) by one-way ANOVA, respectively. 图 3 和 4 同 The same for Figs. 3 and 4. 





A) ,其 次 为 miR-277 , RIK ŽIA 7. 6 f (P «0.01) 
(图 2:; E), J3 9b, miR-92b, miR-92a-1-p5 和 miR- 
277 在 4 BAA rp hs TUB Sl PIRE 
达 量 ,尤其 是 miR-92a-1-p5 ( P «0. 01) ,差异 达 极 显 
著 水 平 ( 图 2: C, D 和 ) ,表明 其 在 不 同龄 期 可 能 
发 挥 着 不 同 的 作用 。 
2.3 miRNA 靶 基 因 在 不 同龄 期 豌豆 蚜 有 翅 和 无 翅 
个 体 中 的 表达 谱 

为 进一步 探索 miRNA 3E AE Dd E 9d A A [n] dit 

















期 有 翅 和 无 翅 个 体 中 的 表达 情况 ,利用 qPCR 对 预 
A S REED fk 3 -4 龄 知 蚜 和 成 由 有 翅 和 无 翅 个 体 
中 的 表达 情况 进行 了 验证 。 结 果 发 现 (图 3), 除 
wingless 和 Foxo 外 ,其 他 4 个 miRNA 预测 的 靶 基 因 
在 4 龄 若 蚜 有 康 和 无 让 个 体 中 的 表达 量 均 高 于 其 在 
成 虫 中 的 表达 量 ,与 miRNA 表达 趋势 相反 ,表明 
miRNA 对 其 靶 基 因 的 调控 作用 可 能 发 生 在 成 虫 
阶段 。 


Lei-7 TRIB SEED abrupt 在 若是 及 成 虫 无 翅 
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个 体 中 表达 量 均 显著 高 于 有 翅 个 体 中 的 (P < 
0. 01) , 且 无 翅 个 体 中 的 表达 量 从 3 龄 若 蚜 至 成 虫 呈 
逐渐 下 降 趋势 (图 3: A). 

wingless 在 3 龄 若 蚜 无 翅 个 体 中 表达 量 极 显 著 
高 于 有 翅 个 体 中 的 (P<0.01) (图 3: D), 5 miR- 
92a 在 该 龄 期 的 表达 趋势 (图 2: B) 相 反 , 但 4 龄 若 
蚜 和 成 虫 中 miRNA( 图 2: B) 与 预测 的 靶 基 因 ( 图 
3: DD) 之 间 表 达 谱 相关 性 不 强 。Ubal 在 3 龄 若 蚜 和 
成 虫 无 埃 个 体 中 表达 量 均 极 显著 高 于 其 在 有 起 个 体 
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图 3 qPCR 检测 miRNA 靶 基 因 在 豌豆 蚜 不 同 发 育 








中 的 (P<0.01) ,而 在 4 龄 若 蚜 有 翅 个 体 中 表达 量 
极 显 著 高 于 其 在 无 翅 个 体 中 的 (P «0.01) (图 3: 
C) ,与 miR-277 在 3 个 发 育 期 有 翅 和 无 翅 个 体 中 的 
表达 趋势 (图 2: 卫 ) 相 反 。Foxo 在 4 龄 有 翅 若 蚜 个 
体 中 表达 量 显著 高 于 其 在 无 翅 个 体 中 的 (已 <0. 05 ) 
(图 3: E) ,其 在 3 龄 若是 及 成 虫 无 翅 个 体 中 的 表达 
量 高 于 其 在 有 翅 个 体 中 的 ,与 miR-92b 的 表达 量 (图 
2: C) 呈 现 相 反 的 表达 趋势 。 
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Fig. 3 Expression profiles of miRNA target genes in different developmental stages of winged and 


wingless Acyrthosiphon pisum individuals by qPCR 





A; abrupt; B; flightin; C: Ubal; D; wingless; E; Foxo; F; Usp. W: 有 翅 个 体 Winged individuals; WL: EAM% Wingless individuals; La-3 -4: 
分 别 为 3 -4 龄 若 蚜 3rd - 4th instar nymph, respectively; Adult; WE Adult. 以 actin 作 内 参 基 因 actin was used as the reference gene. 


2.4 miRNA 靶 基 因 验 证 
为 了 验证 miRNA 靶 标 基因 的 真实 性 ,利用 双 荧 


光 素 酶 报告 基因 系统 检测 miRNA 与 预测 的 靶 基 
之 间 的 互 作 关系 。 首 先 构 建 靶 标 基 因 abrupt 3'UTR 
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荧光 素 酶 报告 基因 载体 pmirG10 [ abrupt ] , abrupt 3' 
UTR 扩 增 结果 如 图 4(A) 所 示 ,PCR 产物 电泳 条 带 
单一 ,494 bp 位 置 正确 。pmirG10 [abrupt] 双 酶 切 结 
果 如 图 4(B) ,能 够 酶 切 出 正确 的 abrupt 3' UTR 条 
带 , 测 序 结果 正确 。 共 转 染 Let-7 模拟 物 和 abrupt 3' 
UTR 过 表达 载体 pmirGlO [ abrupt | 后 ,细胞 荧光 素 
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均一 化 菊 光 素 酶 活性 
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酶 活性 比 共 转 染 Let-7 突变 物 和 pmirG10 [ abrupt | 2f 
胞 的 下 降 了 53% , 达 极 显著 水 平 (P <0.01) (图 4: 
C) ,表明 abrupt 为 Let-7 的 真实 靶 标 。 

其 他 几 个 miRNA 与 靶 基因 在 HEK293T 细胞 系 
中 互 作 结果 显示 ,这 些 miRNA 与 靶 基因 之 间 的 互 作 


















































并 不 显著 (结果 未 显示 )。 
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图 4 双 效 光 素 酶 报告 基因 系统 验证 miRNA 靶 基 因 
Fig. 4 Verification of miRNA target gene by luciferase activity analysis 
A: 载体 pmirG10[ abrupt] PCR 检测 PCR detection of the vector pmirGlO[ abrupt]. M; DL2000 marker; 1 -2: abrupt 3'UTR 扩 增 产物 Amplification 

















3 讨论 

















DEIR [i B JS I y ER fi AAI miRNA 
在 昆虫 翅 多 型 性 分 化 中 发 挥 着 重要 作用 (Zhang et 
al., 2018; Zhang et al., 2019) Zhang 等 (2019 ) jf 
RRE Ai E DEA SRL A 7C 389. DUM ET SR H RE R N, 
Ubal 和 Foxo 在 1-2 龄 知 蚜 中 表达 量 较 低 ,在 3 HS 




















若 蚜 到 成 虫 中 的 表达 量 较 高 ;同样 Jlighiin 在 1-3 
龄 若 蚜 表 达 量 较 低 ,4 龄 若 蚜 和 成 虫 中 表达 量 较 高 ， 








我 们 在 更 豆 蚜 中 发 现 .gpin 在 4 iE BER TAE 
中 出 现 高 表达 ,表明 这 些 关键 信号 通路 基因 在 驶 豆 
是 中 具有 相似 的 调控 作用 。 同 时 ,我 们 检测 豌豆 最 
miRNA 及 几 个 与 翅 型 发 育 相关 基因 表达 的 变化 发 
现 ,5 个 miRNA 在 成 虫 期 表达 量 均 高 于 4 龄 若 蚜 期 


























roduct of the 3'UTR of abrupt gene. B: 载体 pmirG10 [ abrupt | 双 酶 切 鉴定 Double digestion result of the vector pmirGlO [ abrupt]. M: DL2000 
marker; 1; pmirG10 双 酶 切 产 物 Double digestion product of pmirGlO; 2 — 3: pmirGIO [ abrupt ] 双 酶 切 产 物 Double digestion product of pmirGlO 
[abrupt]. 箭头 示 酶 切 获得 的 abrupt 3'UTR 494 bp 序列 Arrow shows the digested 494 bp sequence of abrupt 3'UTR. C; HEK293 细胞 系 中 荧光 素 酶 
活性 试验 检测 mRNA Let-7 的 靶 基 因 abrupt ( Verification of target gene abrupt of miRNA Let-7 by luciferase activity analysis in HEK293 cells). 1; 无 
任何 处 理 的 HEK293 细胞 Normal HEK293 cells; 2; 转 染 带 有 abrupt 3'UTR 的 pmirG10 [ abrupt | 载体 细胞 Cells transfected with pmirGIO [ abrupt ] 
containing the 3'UTR of abrupt; 3; 共 转 染 pmirGlO [abrupt] + 阴性 对 照 mimics 细胞 Cells transfected with pmirGlO [ abrupt] and negative control 
mimics; 4; 共 转 染 pmirG10 [ abrupt ] 载体 + Let-7 模拟 物 细 胞 Cells transfected. with pmirGlO [ abrupt] and Let-7 mimics; 5; 共 转 染 pmirClO 
[ abrupt | Z& V + Let-7 突变 物 细胞 Cells transfected with pmirGlO [ abrupt] and Let-7 mutant mimics. 








的 表达 量 , 且 多 在 成 虫 有 翅 个 体 中 高 表达 ,尤其 是 
miR-271( K| 2; E) I Lei-1(É] 2: A), xx 5E Li 等 
(2016) 的 结果 是 一 致 的 ,表明 miRNA 在 不 同 种 的 
蚜虫 间 保守 性 较 高 ,其 表达 趋势 也 基本 一 致 。 而 
miR-277 和 Let-7 的 靶 基因 Ubal ( K| 3: C) 和 abrupt 
(图 3: A) 则 多 在 4 龄 和 3 龄 若 蚜 中 高 表达 , 且 二 者 
在 成 虫 无 翅 个 体 中 表达 量 均 显著 高 于 有 翅 个 体 中 
的 。 表 明成 虫 后 随 着 有 翅 个 体 中 miRNA 表达 量 的 
增加 , 其 对 靶 基 因 的 抑制 作用 逐渐 增强 ,说 明 
miRNA 对 其 靶 基 因 的 调控 可 能 更 多 的 集中 在 成 虫 
阶段 。 在 德国 小 归 Blattella germanica 中 也 发 现 Let- 
7, miR-100 和 miR-125 TE ok iS Jj t PREK, RE 
JW Let-7 4x Xi o 3H pk Wy JE? ( Gomez-Orte and Belles, 
2009) ,这 也 从 侧面 证 明 miRNA 对 其 靶 基 因 的 调控 
可 能 更 多 发 生 在 幼虫 至 成 虫 过 渡 期 或 成 虫 期 。 
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Lin-A 和 Let-7 是 最 早 在 线虫 中 发 现 的 时 序 开关 
基因 ,在 很 多 物种 中 广泛 存在 ,进化 上 保守 性 较 高 
( Ambros, 2000; Reinhart et al., 2000) 。 果 晶 Let-7- 
complex ( Let-1-C) 可 转录 出 miR-100, miR-125 和 
Let-7 3 个 miRNA , CAZ BR 20E 和 Broad 的 
调控 ( Sempere et al., 2002; Prochnik et al., 2007; 
Garbuzov and Tatar, 2010; Chawla and Sokol, 
2012), Ag Let-7 WB SUE Jy abrupt , Fe i BA SR 
诱导 的 miRNA Let-7 转录 后 抑制 ,缺失 Let-7 会 导致 
abrupt 过 表达 ,使 成 虫 背 腹部 的 神经 肌肉 接头 发 育 
受阻 , 导致 果 晶 不 具备 成 虫 特征 ( Caygill and 
Johnston, 2008 ; Sokol et al., 2008) 。 在 家 和 看 Bombyx 
mori 中 , Ling 等 (2014 ) 发 现 Let-7 通过 介 导 FTZ-F1 
和 E74 的 转录 后 修饰 参与 赔 皮 调控 ,项 低 Let-7 表达 
后 ,会 导致 家 盏 暗 皮 异常 。 蚜 虫 中 Let-7 靶 标 的 预测 
及 验证 结果 显示 ,abrupt 的 3'UTR 与 Let-7 的 种 子 序 
列 匹 配 度 最 高 。Let-7 在 3 个 龄 期 有 翅 个 体 中 表达 
量 均 高 于 无 翅 个 体 , 且 成 虫 有 翅 个 体 中 表达 量 显著 
高 于 若 蚜 有 翅 个 体 中 的 (图 2) ,与 abrupt( 图 3: A) 
基本 呈现 相反 的 表达 趋势 ,表明 abrupt 可 能 为 Let-7 
的 真实 训 标 。 奕 光 素 酶 活性 检测 结果 显示 Let-7 参 
与 了 abrupt 的 转录 后 修饰 。abrupt 为 BTB-ZF 类 转 
录 因 子 ,是 晓 皮 激素 信号 通路 的 负 调 控 蛋 白 ,能 够 调 
节 动 物 存 活 、 器 官 发 生 和 组 织 形 态 发 生 、 上 皮 细 胞 命 
运 、 神 经 元 分 化 和 身份 转换 等 多 个 生命 过 程 
(Kucherenko et al., 2012; König and Shcherbata, 
2015). dH] Let-7 可 能 通过 直接 靶 向 修饰 abrupt 而 
间接 调控 暗 皮 激素 信号 通路 基因 的 表达 从 而 参与 蚜 
虫 翅 型 的 分 化 。 

昆虫 基因 功能 的 研究 可 采用 个 体 直接 注射 双 链 
RNA 或 过 表达 载体 的 方法 进行 ,个 体 直接 注射 法 在 
Rd wm Drosophila melanogaster ( Kennerdell and 
Carthew, 1998) , Z& ft ( Li et al., 2015; Zhou et al., 
2017) 和 桃 蚜 Myzus persicae ( Cheng and Li, 2018) 等 
很 多 物种 中 都 取得 了 成 功 。 但 蚜虫 个 体 显 微 操 作 较 
其 他 物种 难 , 用 显 微 注射 针 刺 破 蚜 虫 腹部 表皮 后 很 
容易 引起 个 体内 容 物 汶 出 过 多 而 造成 其 死亡 。 最 近 
Zheng 等 (2019 ) 用 纳米 材料 /变性 剂 在 大 豆 蚜 Aphis 
glycines 中 导入 dsRNA 实现 了 部 分 编码 基因 的 RNA 
干涉 ,利用 该 方法 直接 导入 miRNA 的 模拟 物 或 抑制 
物 目前 还 处 于 探索 阶段 。 因 此 对 miRNA 在 蚜虫 个 
体 中 的 功能 验证 还 需要 一 段 时 期 的 摸索 。 

本 研究 首次 发 现 了 miRNA 对 翅 型 发 育 相 关 基 
因 的 调控 可 能 发 生 在 成 虫 阶段 ,为 从 非 编码 RNA ff 


















































































































































度 研 究 孤 肉 蚜 翅 型 分 化 的 分 子 机 制 葛 定 了 一 定 的 理 
论 基础 。 
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